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Patentanspruche; 

t. Decapeptidamide der aflgemeinen Formcl 

PyrGlu-His^Trp-Ser-RrR2-R3-Arg-Pro-Gly-NH2 

in der Rj Tyr oder Phe, Ri D-Nle, D-Nva, D-Abu, 
D-Phe, D-Ser, D-Tbr oder D-Met trod Ra Leu, De 
oder Nle bedeuten. 

Z Decapeptidamid nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB Ri Tyr, Rj D-Ser und R3 Lea 
bed eu ten. 

3. Decapeptidamid nacfa Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB Ri Tyr, R 2 D-Phe und R3 Leu 
bedeuten. 

4. Verfahren zur HersteBung der Decapeptidami- 
de nacfa Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daB 
man in an skfa bekannter Weise L-Pyroglutammsau- 
re oder em der in Anspruch 1 angegebenen 
Ammosauresequenz entsprechendes, N-terminal et- 
nen l^Pyrogrotanunsaurerest aufweisendes Peptid- 
fragment mit einer Anunokomponente, die dem 
restCchen TeO des gewQnschten Decapeptkiamids 
entspricht, kondensiert, wobei die beiden Reaktions- 
partner wahlweise eine oder mehrere Schutzgrup- 
pen enthalten kfinnen, und die gegebenenfaus 
vorbandenen Schutzgruppen abspaltet. 
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ONB: 

OSu; 

Phe; 

Pro; 

PyrGlu; 

Sen 

Thn 

Tos: 

Trp: 

Tyn 



N-Hydroxy-S-norborrien'S^di- 

carpoxunidester 

N-HydTO^ysuccmirnidestcr 

Pbenylalamn 

Projin 

Pyroghitaminslure 
Serin 
Threonin 
Tosyl 

Tryptophan 
T^rosin 



Die Erfindung betrifft neue Decapeptklamide mit 
starker ovulationsinduzierender Wirkung der allgemei- 
nen Fonnel 

P5^1u-His-TVp^.R r R r RrArg-Pn>01y-NH 2 Q) 35 

in der Ri Tyr oder Phe, R2 D-NIe, D-Nva, D-Abu, D-Phe, 
D-Ser, D-Thr oder D-Met und R3 Leu, He oder Nle 
bedeuten. 

Die Erfindung betrifft auch em Verfahren zur 40 
HersteBung der Decapeptkiamide der Fonnel (1> 

In der Beschreibung und den Paten tanspruchen sind 
Arninosauren und Peptide und ihre aktrvferten Carb- 
oxyf- oder Schutzgruppen mit Abkflrzungen bezeichne t, 
wie sie entweder auf dem betreffenden Fachgebiet 45 
gebrauchlkh sind oder vom Committee on Biochemical 
Nomenclature IUPAC-IUB vorgeschlagen wurden, 
Wenrt nicht anders angefahrt ist, weisen die Aminosau- 
ren L*Konfiguration auf 
Fotgende AbkQrzungen wurden beispielsweise ver- 50 



wendet: 




Abu: 


<x-Aminobuttersaure 


Arg: 


Arginin 


BOO* 


tert-Butoxycarbonyl 


Bzl: 


Benzyl 


DCC; 


N^'-Dicyclohexylcarbodiimid 


Olys 


Oiycin 


His: 


Histidin 


HONB: 


N*Hydroxy*5-norborncn*2>dicarb- 




oximid 


tie: 


isoleuctn 


Leu: 


Leuctn 


Nle: 


Norleucin 


Nva: 


Norvalin 


Met: 


Methionin 


OMe; 


Methylester 


OBzJ: 


Benzylester 
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Es 1st bekannt, daB der Hypothalamus Faktoren 
enthalt, welche auf hdherer Ebene die Sekretion 
topischer Hormone aus der Hypophyse regeln. 

Nacfa der IsoGerung eines Thyrotropin freisetzenden 
Hormons (TRH) wurde ein Hormon, das luteinisierende 
Hormone freisetzt (LH-RH), in reiner Form aus 
Scfaweinen und Scfaafen extrahiert und als ein 
Decapeptid der folgenden Struktur identifizieru 

PyKHu-His-TrD^^ 

[A. V. Schatty etai, Biochem, Biophys. Res. Commun, 
43, 1334 (1971): R. Guffleniin et aL, Proa Nat Acad Sd, 
USA, 69, 278 (1972)} Auf diese Erkenntnis folgte die 
Herstellung einer Anzahl ahnlicher Peptide. Mit den 
analogen Peptiden wurden auch biologische Tests 
durchgefOhrt Da jedoch die physiologische Wirksam- 
keit des Pepttds selbst durch germgfDgige Modifikatio- 
nen in der oben angefQhrten Aminosaurezusammenset- 
zung stark beemtracbtigt wird, muB die oben angefOhrte 
chemische Struktur als wesentGch fur die Erzielung der 
maximalen physiologischen Wirksamkeit angesehen 
werden [A.V. ScfaaBy etaL, Biochem. Biophys. Res. 
0)1111X11111,4,366(197211.. ' 

Kurzlich veroffentlichten Monahan et al in »Bioche- 
mistry* Band 12, Seiten 4616-4620 (1973), daB timer 
den von ihnen hergestellten LH-RH- Analogen wie z. R 

RH, [D-Ala*]LH-RH, 
RH, [D*VaKJLG-RH» 
i-RHund[D-Pro«]LB-RH 

jene der Fonnel [D-Ala«]LH-RH die starkste Wirksam- 
keit aufweist, namlich 350-450% der Wirksamkeit der 
Stamn>LH-RH-Verbindung. Die Literatur lehrt welter- 
bin, daB LH-RH- Analoge, die in Steliung 6 eine 
D-Aminosaure mit einer grOfieren Anzahl von Sciten- 
ketten aufweisen, als D-AIa, weniger wirksam sind als 
das Stammhormon. Trotz des oben angefOhrten Standes 
der Tecfanik 1st es gelungen, Polypeptide der Forme! (ft 
in welchen die D- Aminosfture m Steliung 6 eine grfiBere 
Anzahl von Seitenketten aufweist als D* Ala, herzustel- 
ten und auf ihre LH-RH- Wirksamkeit zu testett Dabei 
wurde Qbeiraschend gefuflden, daB die erfindungsgema- 
Ben Polypeptide der Formcl (1) urn wenigstens 1000% 
wirkungsvoller sind als ihre StamnvLH-RH-Hormone* 
Die Erfindung beruht auf dicsen Erkenntnissen. 

Hauptziel der Erfindung 1st daher die Btreitstellung 
von neuen Decapeptidamlden der Formel (1) und 
starker ovulationsinduzierender Wirksamkeit 

Ein weiteres Ziel der Erfindung 1st die Bereitstellung 
eines Verfahrens zur Herstellung der Decapeptidamlde 
der Formel (I> 

Die Gcgenstfinde der Erfindung gehen aus den 
Ansprtichen hervor. 

Der Reaktant (A) ist daher I^Pyroglutaminsaure oder 
ein Peptidfragment, das eine N-endstandige L-Pyroglu- 
taminsaure aufweist und auBerdem von dort an die 
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AminosSuresequenz der Formel (!) besitzt, Der mit dem Reaktanten (A)und(B) S^^^nf^r ffS*^^ 5111 *:^ 

Reaktiurten(A)wi^ Grundlegende KorobtaapQnsmdgWchkelten der 

Si^Md^toi Rest des Deckpeptid- Reataanten (A) tmd (B) sind aus der nacbstehenden 

amidderivates der Formel 0) entspricht, wobei die TabeUe I ersicbtlich. 

TabeBel _ 

Kotn- RcaJrtant 

bina- (A) tB) 



tioa 



1 PyrGlu-OH H-His-Tip-Scr-Rj-Rj-Ra-Aig-Pro-GIy-NHa 

2. PyrGlu-His-OH H-Tip-Sttr-Rt-Ri-Rs-Aig-Pro-Gly-NHi 

3 PyiGlu-His-Trp-OH H-Ser-Ri-Rr-Rj— Arg-Pro-Gly-NH 2 

4 PytGlu-His-Trp-Ser-OH H-R,-R 2 -R3-Aig-Pro-Gly-NH 2 

5 PyiGlu-His-Ttp-Ser^Rj-OH H-R 2 -R 3 -Aig-Pro-Gly-NH 2 

6 PyiGlu-His-Trp~Ser-R,-R2-OH H-Ra-Aig-Pro-GIy-NH 2 

7 PyrGlu-His-Tip-Ser-Rj-R^Ra-OH H-Aig-Pro-Gly-NH 2 

8 PyiGItt-ffis-Tip-Ser-R^R^Ra-Aig-OH H-Pro-GIy-NHa 

9 PyiGlu-His-Trp-Ser-Ri-Rz-Rj-Arg-Pro-OH H-Gly-NH 2 
10 PyiGl^His^T^Ser-R^R^Ra-Aig-Pn^Iy-OH NH 3 

Esistauch bekannt, daB erne geschutzte IXHutamyl- Vor der Kondensatkm kdimen die Carbox^ und 
gruppederallgen.einenFormeKID . 30 ^SSSBA 

R 4 CO_CH,CH 2 CH(NH 2 )CO- 0D ^ino^n ST^"** fiES ^£en 
. _ . , t l M v vrpthnxv Athoxv aktiviert werden. Die Carboxylgruppen in den Aus-. 

mel Als Schutzgruppen fOr die Aminogruppen in den 

H 40 Ausgangsmaterialien sind alle bci der Herstellung der 

O K CO — Peptide gebrauchfichen Schutzfcruppeniflr Amfoognip- 

\y/ pen, wie z. R die Benzyloxycarbonyl-, tcrt-Butdxycarbo- 

\ / nyl-, Isobornyloxycarbonylgruppen geeignet Die Imi- 

. « . ^ula,^ m u ciner Base wie z.B. nogruppe des Histidins kann durch jede herkOmmliche 

durch in * m J*^^™lJ^ ^EsriLaure 45 ScLt^ruppe wie z. R die BenzyK TosyK ^Dinitrc 

^HZlLat^ phen^rt-Butox^^ 

2^ ^^fV^S^^S^L^K^S^ pe geschotzt werden. Die Hydroxylgruppe des Serins 

^ntiTXl^t^ KondenMlionsreaktion kann £? das enupTffide Saureanhydrid? Azid oder 

J w,tiffvrpS E»»er [dh. Ester mit Alkohoten wie »l 

^tt^KXtoXfS Pentachlorphenol, 2,4,5-Trichlorphenol, 2,4-Dinltrophe- 

ten Verfahren durchgeWnri ^*coqS^^«S|k «o nol, Cyanomethylalkohol, p-Nitrophenol, N'HyriraxyS. 

Ko i^°^^^^Z^ld^SS- nofbornen-Z^dicarboxIniid, N-Hydroxysuocinlmid, 

^^S^Am^^^WO^ N-Hydrc W hthalimid oder N-Hydroxybenztriazci] ge- 

VenanrCT, aas ^^""'""^L 1 "^' Z.\. Tt!t , d«s Aktiv- nannL Die aktivierten Aminogruppen in den Ausgangs- 

S"eK^ 7^JJ-» - B - d " ent ^ hende PhOSph0r " 

rens..das^iimidazo^ « ^AuTd^naehstehenden Tabelle sind Beispie.e fOr 
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Befopjeja fljr 
Koinbiaa- (A) 



Uoacn 



itcrialien 



COOH 



NHj 



(B) 

COOH 



I*) 

2 

3 



frei 

aktiviert 
frei 



geschutzt 
gesdhiitzt 
geschutzt 



geschutzt 
frei 

geschflczt 



frei 
frei 

aktiviert 



Anmerkung: 

Id tfem mit *) bezeidmeten Fall liegt im Reaktionssystftm vomigsweise ein Dehydratisierungs- 
mittel wic z. B. ein Caibodiimid wie Dicyclohcxyjcarbodiimid vor. Eine Ausfuhrungsform der Er- 
findung 1st im nachstehenden Reaktionsschema dargcstcllt 



PyrGlu-His-Trp + Ser-R,-Schutzgruppe 

| Kondensation (z. B. DCC/HONB) 
PyrGlu-His-Txp-Ser-Ri-Schutzgnrppe 

Entfemung einer Schutz- 
gruppe (z. B. katalytische 
Reduktion mit Pd K&talysator) 
PyrGlu-His-Trp-Ser-R, 

I 



N0 2 

Z-R 2 -R 3 -Arg-Pro-GIy--NH 2 

1 Entfemung einer Schutzgruppe 
(z. B. in Gegenwart von HBr) * 

N0 2 

R 2 -R 3 -Arg-Pro-Gly-NH 2 
I 



Kondensation (z, B. in Gegenwart von DCC/HONB 
Oder DCC/l-HydroxybenztriazoI) 



PyrGlu-Hi5-Trp-Sef-R l -R ? -R 3 -Arg-Pro-Gly-NH 2 



Entfemung einer Sehutzgruppe (z. B. in Gegen- 
wart von SnCl 2 in Amciscnsaure-Wasser, katalyti- 
scber Reduktion mit einem Pd Katalysator 
oder HF) 



PyrGru-His-Trp-Ser-R,-R 2 -R3-Arg-Pro-Gly-NH 2 



Diese Reaktion kamt in Gegenwart eines Losungs- 
mitteis durchgefflhrt werden. Das Ldsungsmittel kann 
das gleiche sein wie es bei Peptidkondeiisationsreaktio- 
nen verwendet wind, Z.B. k6nnen wasserfreies oder 
wfisseriges Dimethylformamid, Dimethyisulfoxid Pyri- 
din, Chloroform, Dioxan, Dichlormethan, Tetrahydrofu- 
ran sowie geeignete Mischungen soldier Ldsungsmittel 
als Beispiele angef Qhrt werden. 

Die Reaktionstemperatur liegt innerhalb eines Be- 
reichs, welcher als for Reaktionen zur Peptidbindungs- 
bildung geeignet bekannt bt, d h. gewdhnlich innerhalb 
eines Bereichs von etwa -20 bis etwa 30° C Die 
Precursorprodukte (die geschOtzten Peptide) der 
herzusteilenden erfindungsgem&Ben Verbindungen 
kfinnen leichf nach dem Festphasesyntheseverfahren 
hergeatellt werden. 

Nach Beendigung der Kondensationsreaktion kdn- 
nen die gegebenenfalts vorkandenen Schutzgruppen 
nach bekannten Verfahren entfcrnt werden. Als 
Beispiele hierfur seien katalytische Reduktion in 
Gegenwart eines Katalysatora wie Palladiumschwarz, 
Palladium auf Kohle, Platin, Sol volyse mittels Fluonvas- 
serstoff, Trifluoressigsaure, und Reduktion mit metalli- 
schem Natrium in flussigem Ammoniak genannt 

Das so hergestellte Peptid der Forme! (I) kann aus 
dem Reaktionsgemisch nach an sich fQr die Gewinnung 
von Peptiden bekannten Verfahren wie z. B. Extraktion, 



Verteilung, Saulenchromatographie gewonnen werden. 

Die erfindungsgemaBe ReakUon kann nach jedera an 
sich bekannten herkdmmlichen Festphaseverfahren 

« durchgefflhrt werden. 

Das Peptid der Formel (I) kann audi in Form eines 
Safaees gewonnen werden. 

Als Sauren, die mit den Peptiden der Formel (I) Salze 
bilden, seien anorganische Sauren wie Salzsaure, 

50 Bromwasserstoffs&ure, Perchlorsaure, Salpetersaure, 
Rhodanwasserstoffsflure, Schwefeb&ure, PhosphorsSu- 
re und organische Sfiuren wie Ameisens&ure, Essigsflure, 
Propionsaure, Glycolsaure, Milchsflure, Brenztmiben- 
siure, Oxalsfiure, Malonsflure, Bernsteinsaure, Malein* 

M auf e, FumafsSur e, Anthrauylsaure, Zimtsaure, Naptha- 
linsulfonsaure oder Sulf anylsfiure genannt . 

Die eifraduiigsgemaflen Decapeptide der Formel (I) 
besitzen LH-RH- Wirkung (d h* sie setzen ein lutemisie- 
rendes Hormon frei) und fdrdern daher die Sekretion 

60 von luteinisierendem Hormon (LH) und follikelstimulie- 
rendem Hormon (FSH). Die Polypeptide der Pormel (I) 
sind daher fQr die Verwendung rur Fdrdening der 
Ovulation bei Frauen und Tieren wi? *B. Ratten, 
Schafen, Schweinen, Ktihen, Stuten, Wachteln oder 

65 HOhnern geeignet, sie kdnnen auch fQr andere 
pha: mazeutische Zwecke, fQr welche bisher herkommli- 
che LH-RH, L,H und FSH-Praparate eingesetzt worden 
sind. verwendet werden. 
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Da die LH-RH- Wirkung der Decapeplide der Formel 
(I) etwa 10- bis 25mal starker ist als die LH-RH- Wir- 
kung der in der Natur vorkommenden Verbindungen. 
kann ihre Dosierungsmenge fOr jede Anwendung auf 
der Basis dieses Vieifachen ermittelt werden, wobei 
auch andere Faktoren (wie z. B. der Empfanger der 
Verabreichung oder die Art der Krankheit) in Betracht 
zu ziehen sind So kann z. B. eine geeignete Dosierungs- 
menge innerhalb eines Bereiches von etwa 5ng 
(Nanogramm) bis 10 ug taglich pro Kilogramm 
Kdrpergewicht liegen. 

Decapeptide der Fortnel (I) werden vorwiegend 
nichtperoral, d. h. mittels I njektion, rektal oder vagina! 
verabreichtobgleich sie in manchen Fallen auch peroral 
verabreicht werden. 

Als Beispiele fOr geeignete Darreichungsformen seien 
Injektionen, Suppositorien, Pessarien und Pulver ge- 
nannt Die Injektionen kdnnen durch L6sen von etwa 
10-500 y eines Polypeptides der Formel (I) in 1 ml 
physiclcgischcr Kochsalziosung hergcSicilt warden. Die 
Decapeptide der Formel (I) kdnnen auch durch Zugabe 
von Mannit als Excipienten in lyophilisierte Ampullen- 
produkte Qbergefflhrt werden und sind in dieser Form 
jederzeit als Injektionen gebrauchsfertig. 

Die als Ausgangsmateriaiien im erfindungsgemaBen 
Verfahren geeigneten Peptide kdnnen u. a. nach fOr die 
Pepttdherstellung be kann ten Verfahren hergestellt 
werden. 

Die Erfindung wird anhand der Beispiele naher 
erlflutert 

In den Beispielen bedeuten folgende AbkOrzungen 
den Rf-Wert bei Dflnnschichtchromatographie an 
Silikagel mi: den folgenden Ldsungsmittelsystemen: 

RF: Chloroform/Methanol/Essigsaure 9 : 1 :03 
RP: Athylacetat/Pyridin/Essigsaure/ 

Wasser30: 10:3:5 
RP: n-Butanol/Athylacetat/Essigsaure/ 

Wasser 1:1:1:1 

Beispiel 1 

Herstellung von PyrGlu-His-Trp-Ser-Phe-(D)- 
Nva-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2 

a) Herstellung von 
Z-{D)-Nva-Leu-Arg(N02>-Pro-Gly-NH 2 

Einer Ldsung von Z-{D)-Nva-OH (380 mgX* H-Leu- 
ArgfNOjJ-Pro-Gly-NH, (690 mg) und HONB (300 mg) 
in 5 ml Dimethylformamid werden 340 mg DCC bei 0°C 
unter Ruhren zugegeben. Das Gemisch wird 2 Stunden 
lang bei 0°C und weitere 10 Stunden lang bei 
Raumtemperatur geruhrt Das Reaktionsgemisch wird 
abfiltriert, um den entstandenen Dicyclohexylhamstoff 
zu entfernen, das Filtrat wird zur Trockne eingeengt 
Der erhaltene ROckstand wird in 100 ml Chloroform 
geldst und die Ldsung mit einer 4%igen wasserigen 
Natriumbicarbonatiosung und Wasser gewaschen. Die 
gewaschene Ldsung wird fiber wasserfreiem Magnesi- 
umsuifat getrocknet und zur Trockne eingeengt Der 
Ruckstand wird mit einem Gemisch aus Athyiacetat 
(25 ml) und Ather (25 ml) digeriert, man erhalt cm 
weifles Rulver, das abfiltriert und aus Athanol-Ather 
nochmals ausgefaJlt wird Die Ausbeute betragt 1,12 g, 
[a]? -503° (c*» 1,1 in Methanol* RP -032. 

Analyse fOr C32H52O9N , 0 
berechnet C5332; H7.27; N 19,43 
gefunden C 53,49; H 7,56; N 19,19 



b) Herstellung von PyrGlu-His-TRp-Ser-Phe-(D)- 
Nva-Leu-Arg-Pro-Gly-NHi 

Z-(D)-Nva-Uu-Arg(NOj)-Pro-Gly.NH 2 (1,0 g) wird 

5 in 10 ml 25%igem Bromwasserstoff in Essigsaure geldst 
und die Ldsung 50 Minuten lang gerdhrt Das 
Reaktionsgemisch wird mit 200 ml trockenem Ather 
verdunnt, um einen Niederschlag zu erhalten, dieser 
wird abfiltriert und gut mit trockenem Ather gewa- 

io schen. Das gesammelte Pulver wird Ober Natriumhydro- 
xid bei vermindertem Druck getrocknet Dieses Pulver 
wird in 10 ml Dimethylformamid zusammen mit 
(Pyr)Glu-His-Trp-Ser Phe-OH (1.0 g) und HONB 
(440 mg) geldst Die Ldsung wird auf 0°C gekuhlt und 

is unter Ruhren mit 400 mg DCC versetzt Das Gemisch 
wird 6 Stunden lang bei 0°C und weitere 16 Stunden bei 
Raumtemperatur geruhrt Dann wird das Reaktionsge- 
misch filtriert, um den entstandenen Dicyclohexylham- 
stoff zu entfernen, das Filtrat wird unter Zugabe von 

20 100 ml Ather dlgcricrt, um cincn Niederschlag zu 
erhalten, welcher abfiltriert wird. Der gesammelte 
Niederschlag wird in 10%igem wasserigem Athanol 
geldst und die Ldsung Ober eine mit Polys tyrolharz 
[Amberlite* XAD-2, 3.5x25 cm] gefflllte Kolonne 

25 geleitet Die Kolonne wird nach dem Gradientenelu- 
tionsverfahren mit 10%igem wasserigem Athanol und 
100%igem Athanol (500 :550 ml) eluiert Die Haupt- 
fraktion (380—520 ml) wird gesammelt und zur Trockne 
eingeengt Der ROckstand wird in 5 ml heiflem 

30 Methanol geldst und durch Zugabe von Athyiacetat 
nochmals ausgefallt, um das geschOtzte Decapeptidamid 
zu erhaltea 1,41 g [a]? -354* fc-2,12. in Methanol), 
RP-<tf0,RP«0,56. 
Das geschOtzte Decapeptidamid (500 mg) wird in 5 ml 

35 wasserfreiem Fluorwasserstoff zusammen mit 03 ml 
Anisol bei -70°C geldst Nach 30 Minuten Iangem 
RQhren bei -5°C wird der Fluorwasserstoff abge- 
dampft Der entstandene ROckstand wird in 20 ml 
Wasser geldst und die Ldsung zweimal mit 10 ml 

40 Athyiacetat extrahiert Die wasserige Schicht wird Ober 
eine mit Carboxymethylcelhilose (2x33 cm) gefQllte 
Kolonne geleitet die Kolonne wird nach dem 
Gradientenelutionsverfahren unter Einsatz eines Am- 
moniumacetatpuffers als Eluens eluiert [0,005 M, pH 63 

45 (500 ml) ... 02 M, pH 6,8 (500 ml)]. Die Hauptfraktion 
wird gesammelt (420— 680 ml) und lyophtlisiert, wobei 
ein weiBes Pulver erhalten wird. Die Ausbeute betragt 
380 mg t [a]? -32,4° fc-0,52, in 5%iger Essigsfture. 
RP=0,05.RP-0,6& 

so Aminosaureanalyse: His 1,01 ; Arg 038; Trp 037; Ser 
034; Glu 1,00; Pro 1,02; Gly 1,00; Nva 1,01; Leu 1.00; Phe 
037(PeptidgehaIt84%). 

Beispiel 2 

55 Herstellung von PyrGhi- His-Trp-Ser-Tyr-(D)-Nle- 
Leu-Arg-Pro-GIy-NHj nach dem Festphaseverf ahren 

a) Herstellung von BOOGIy-Harz 

In 60 ml Chloroform-Athanol (2:1) werden 10 g 
w ChJormethylharz eingebracht (O-Gehalt 2,0 mMol/g), 
darauf folgt die Zugabe von 103 g BOC-Gly und 8,4 ml 
Triathylajnin. Das Gemisch wird bei Raumtemperatur 
13 Stunden geruhrt und dann 24 Stunden lang erhitzt 
Das Harz wird abfiltriert und gut mit Dimethvlfonn- 
65 amid, dann mit Athanol, Wasser. Athanol und Ather in 
angegebener Reflienfolge gewaschen und getrocknet 
Die Ausbeute betragt 17,55 g. Die Ajmmosaureanalyse 
zeigt, daB dieses Harz 038 raMol/g BOC-Gly enthih. 

mm nit 
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b) Hcrstellungdes PyrGlu-His(TosVTrp-Ser(B2i> 
Tyr(Bzl)- D-Nle-Leu- Arg(Tos)- Pro-Gly- Harzes 

In das ReaktionsgefaB einer automatischen Peptid- 
herstcllungsvorrichtung (Model! APS-800 von Simadzu 5 
Seisakusho K.IC Japan) wcrden 2,177 g BOC-Gly-Harz, 
das wie oben angefQhrt hergestellt wurde, eingebracht 
und mit Dichlormethan 12 Stunden lang angequollen. 
L-ann werden foigende AminosSuren nach dem unten 
angefOhrten Schema eingebracht: io 

BOC-Pro, BOC-ArgfTos), BOO Leu, 
BOC-D-Nle, BOC-Tyr(Bzl), BOC-Ser(Bzl), 
BOCTrp, BOC-HisCTos), PyrGlu. 

Dichlormethan (3 Minuten x 3), — 50<M> Trifluo- t5 
ressigsaure/Dichlormethan (10 bzw. 30 Minuten), 

— Dichlormethan (3 Minuten x 3\ — Athanol (3 
Minuten x 3\ Dichlormethan (3 Minuten x 3) 

— 10% Triathylamin/Chloroform (10 Minuten) — 

^IHUIVIVilll \~* HIMIMlbM #* w*j * t/rai»wii»*»>wi ^— -«• 

Minuten x 2) -» BOC-Aminosaureanhydrid (her- 
gestellt aus BOC-Aminosaure und DCC nach einem 
bekannten Verfahren) (30 und 60 Minuten) - 
Acetylierung (mit Sflureanhydrid in Dichlormethan 
und Triathytamin) (1 Stunde) Dichlormethan (3 25 
Minuten x 3) [nur PyrGlu wird direkt mit DCC in 
Dimethylformamid kondensiertj 



Das Harz wird mit Athanol, Chloroform und 
Dimethylformamid, dann mit Ather gewaschen und 30 
getrocknet, die Ausbeute betragt 6^0 g. 

c) Herstellung von PyrGlu-His(ros)-Trp-Ser(Bzl)- 
Tyr(Bzl>-D-Leu-Leu-Arg(TosVPro-Gly-NH2 

In 50 ml mit Ammoniak gesattigtem Methanol 35 
werden 2,622 g des nach b) hergestellten Harzes 
suspendiert die Suspension wird bci Raumtemperatur 
70 Stunden lang gerGhrt 

Das Harz wird abfiltrierf und mit Dimethylformamid 
gewaschen. Das Filtrat und die Waschwasser werden 40 
zusammengegeben, bei vermindertem Druck zur Trock- 
ne eingeengt und mit Ather behandelt Nach diesem 
Verfahren erhalt man 1 ,1 87 g rones Pulver. 

Tabelle 



588 mg dieses Produktes werden in einer trockenen 
SSute an 50 g Silikagel gereinigt, als Entwicklerflussig- 
keit wird ein Losungsmittelsystem aus Methanol und 
Chloroform verwendet. Man erhalt 186 mg des ge- 
wOnschten Produktes. 

d) Herstellung von PyrGlu- His-Trp-Ser- 
Tyr- D- Leu- Leu- Arg-Pro-Gly-N H2 

In Gegenwart von 0,2 ml Anisol und 0,2 ml Mercapto- 
athanol werden 1733 mg des nach c) hergestellten, 
geschotzten Peptides in 5 ml trockenem Fluorwasser- 
stoff geldst, die Ldsung wird bei 0°C I Stunde lang 
gerflhrt Nach Ablauf dieses Zeitraumes wird sie bei 
vermindertem Druck zur Trockne eingeengt und das 
Konzentrat in 20 ml Wasser geldst Die unldslichen 
Stoffe werden abfiltriert und das Filter Ober eine 
Kolonne (13 cm Durchmesser x 20 cm) eines stark 
basischen Anionenaustauscherharzes (Amberlite* 
IRA-410 Acetat-Form) geleitet. Die vorgereinigten 
Effluent?!? werden snschiicBend mktels Carbo* ylmp. t h yi- 
cellulose (13 x 22 cm; nach dem Gradientenelutionsver- 
fahren unter Einsatz von 0,005 M bis 02 M Ammo- 
niumacetat mit einem pH- Wert von 63) und hierauf iiber 
Poiystyrolharz (Amberlite* XAD-2) (1,5 x73 cm, nach 
dem Gradientenelutionsverfahren unter Verwendung 
von 5— 70%igem wasserigem Athanol) gereinigt Das 
Eluat wird der Gelfil trationschromatographie an Sepha- 
dex« LH-20 (0,9 x53,5 cm, 0,1 N Essigsaure) unterwor- 
fen. Man erhalt 39 mg der gewQnschten Verbindung. 
W 0 -403 p fc-03 in 5%iger wasseriger Essigsaure). 

Aminosaureanalyse (Saurehydrolyse in Gegenwart 
von Thioglycolsaure): GIu 0,97; His 0,97; Trp 0,94; Ser 
038; Tyr 1,0; Leu 1,00; Nle 1,06; Arg 1,03; Pro 1,00; Gly 
1,03(87% Ausbeute). 

ffeispiele 3-13 

In der nachstehenden Tabelle sinii Decapeptidamide 
der Formel (I) angefflhrt, welche nach einem in Beispiel 
2 angefOhrten ahnlichen Verfahren, jedoch unter 
Einsatz der in der Tabelle angegebenen Ausgangsmate- 
rialien anstelle der in Beispiel 2 angefOhrten hergestellt 
wurden. 



Bei- Decapeptidamide (I) [4$ 
spiel (c»03) 
Ri R 2 Rj in5%iger 
waBriger 
Essigsaure 



Aminosaureanalyse Ausgangsmaterialien, die anstelle der in Beispiel 2 
angefuhrten etngesetzt wurden 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Nle 



BOC-Leu 



Tyr D-Ser Leu -44.8° 



Tyr D-Abu Leu -43.2° 



Tyr D-Nva Leu -38.9° 



His 1.02;, 
Tip 0.97; 
Glu 1.00; 
Gly 1.03; 
Tyr 0.96 
His 056; 
Trp 0.89; 
Gru 1.00; 
Gly 059; 
Leu 1.00; 

His 1.00; 
Trp 052; 
Glu 1.00; 
Gly 1J01; 
Leu 058; 



Arg 1.01; 
Ser 1.91; 
fto 1J)1; 
Leu 0.97; 

Arg 1.00; 
Ser 0.92; 
Fro 1.00; 
Abu0.97; 
Tyr 058 

Arg 059; 
fer 051; 
Pro LOO; 
Nva057; 
Tyr 058 



BOC-Tyr(BzI) BOC-D-Scr(Bzl) BOC-Leu 



BOC-Tyr(BzI) BOC-D-Abu BOC-Leu 



BOC-Tyi(Bri) BOC-D-Nva BOC-Leu 



11 
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Fortsetzung 



Bci- Dccapcptidamidc (I) 
spiel 

R, Rj R, 



(r-0,5) 
in 5%igcr 
waBriger 
EssigsSure 



Aminosaureanatyse Ausgangsmatsrialien, die anstelle der in Bcispiel 2 

angefuhrten eingesetzl wurden 



BOC-Tyr(BzJ) BOC-D-Nle 



BOC-Uu 



10 



11 



12 



13 



Tyr D-Thr Uu -37.5° 



Tyr D-Phe Uu -52.4° 



Tyr D-Met Uu -42.0° 



Phe D-Phe Uu -69.5° 



Tyr D-Abu lie -38.5° 



Phe D-Ser Nle -325° 



Phe D-Nle NIc -35.1° 



Phe D-Nvt He 



-35.5° 



His 1.01 
Trp 0.95 
Ser 0.92 
Pro 1.00: 
Leu 1.00 

His 1.00; 
Trp 0.87 
Glu 1.00; 
Gty 1.01 
Phe 1.00 
His 0.98 
Trp 0.89; 
Giu 0.99; 
Gly 1.00: 
Uu 1.00; 

His 1.00; 
Trp 0.87 
Glu 1.01 
Gly 1.00; 
Phe 1.98 

His 1.00; 
Trp 0.92; 
Glu 1.03; 
Gly 1.00; 
lie 0.98; 
His 0.96; 
Trp 0.87; 
Glu 1.00; 
Gly 1.00; 
Phe 1.02 

His 1.00; 
Trp 0.82; 
Glu 1.02; 
Gly 1.00; 
Phe 0.97 

His 0.96; 
Trp 0.86; 
Glu 1.00; 
Gly 0.98; 
He 0.92; 



Arg 0.98 
Thr 1.00 
Glu 1.00: 
Gly 0.99 
Tyr 0,98 

Arg 0.99 
Ser 0.89 
Pro 0.99 
Uu 0.98 
Tyr 0.% 

Arg 1.00; 
Ser 0.92; 
Pro 0.98; 
Met 0.79; 
Tyr 1.00 
Arg 0.98 
Ser 0.98 
Pro 0.98 
Uu 1.00 

Arg 1.00; 
Ser 0.88; 
Pro 1.00; 
Abu0.96; 
Tyr 0.98 
Arg 0.94; 
Ser 1.87; 
Pro 0.99; 
Nle 0.96; 

i&K 1.01 
Ser 0.89 
Pro 1.00; 
Nle 2.03 

An 1.00 
Ser 0.89 
Pro 1.00; 
NvtO.90 
Bhe0.99 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Thr BOC-Uu 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Phe BOC-Leu 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Met BOC-Uu 



BOC-Phe BOC-D-Phe BOC-Leu 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Abu BOC-Ile 



BOC-Phe BOC-D-SeKBzl) BOC-Nle 



BOC-Phe BOC-D-Nle BOC-Nle 



BOC-Phe BOC-D-Nva BOC-Ile 



Venleich dex oruUUonsinduzierenden Wirksamkeit der erfiodungsgemiflea Decapeptid- 
t PyiGlu-Hb-Trp-Ser-R^Ri-Rj-Arg-Pro-Gly-NHj nut LH/RH 



OvulatxOfisiAduziereode 

Wiitsamkeit 

EDjoO^/lOOgb.w.) 



VergJekh 



Tyr 

iyr 

Tyr 
Tyr 
Tyr 
Tyr 
Tyr 



Gly 

D-Nle 

D-Ser 

D-Abu 

D-Nva 

D-Tfar 

D-3te 



Leu 
Leu 
Leu 



Leu 
Uu 



215 (LH/RH) 
9jt 
8,0 
8,6 
M 
9fi 
7,7 
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Fortsctzung 
Beispiel 



Ri 
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R 2 



R3 
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Ovulationsinduzierende 

Wirksamkeit 

EDso (ng/lOOgb.w.) 



8 
9 
10 
11 



Tyr 
Phe 
Tyr 
Phe 



D-Met 
D-Phe 
D-Abu 
D-Ser 



Leu 
Leu 
Ite 
Nie 



8,6 
10,8 
12,7 
12,0 



Die ovulationsinduzierende Wirksamkeit wurde nach der in J. Med. Chem. 16, 1144 
(1973) beschriebenen Methode bestimmt. 
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